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Opinnäytetyön aiheena on uuden, prekliinisessä tutkimuksessa käytettävän, pitkäaikaiseen 
steroidilääkeaineannosteluun suunnitellun polymeeri-implantaattivalmisteen, MedRodin, toimin-
nan testaus ja tarkastelu. Lääkeaineena käytettiin estradiolia ja tavoitteena oli selvittää in vitro- 
dissoluutiokokeen avulla lääkeaineen vapautumista ajan funktiona ja in vivo -kokeella tuotteen 
toimivuutta seuraamalla lääkeaineen vapautumista ja vaikutuksia koe-eläimiin. 
MedRod-implantaateille tehtiin aluksi kahden kuukauden dissoluutiokoe. Kokeessa oli neljä 
erikokoista implantaattia, joista vapautui erisuuruiset lääkeaineannokset. Eri aikapisteistä otettu-
jen näytteiden estradiolipitoisuudet määritettiin HPLC-laitteistolla. Lisäksi ensimmäisten päivien 
näytteille tehtiin vertailumittauksia ELISA-immunomäärityksellä. Implantaattien in vivo -kokeessa 
estradiolin vaikutuksia tutkittiin seuraamalla koe-eläiminä käytettyjen rottien painon kehitystä, ja 
punnitsemalla kokeen lopussa hormoniaineenvaihdunnalle herkkien kudosten, maksan ja koh-
dun, painot. Lisäksi kokeen aikana otettiin eri aikapisteissä seeruminäytteitä, joista määritettiin 
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vien vähäisen alkupurkauksen jälkeen. In vivo -tutkimuksessa implantoitujen eläimien estradioli-
tasot nousivat tasaisesti ja samantapaisesti kuin dissoluutiokokeessa. Lisäksi naarasrottien 
kohtujen painot kasvoivat kokeen aikana, joka todentaa estradiolin anabolisen vaikutuksen. 
MedRodin ei havaittu aiheuttavan toksisia tai muitakaan haittavaikutuksia tutkittuihin eläimiin. 
Tuotetta voidaankin pitää vakaana, luotettavana, turvallisena ja kustannustehokkaana vaihtoeh-
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NEW DRUG DELIVERY METHOD FOR LONG 
TERM DELIVERY IN PRECLINICAL RESEARCH – 
ESTRADIOL AS AN EXAMPLE 
The objective of this Bachelor’s thesis was to test and monitor the function of a MedRod im-
plant, a novel long term substance delivery method for preclinical studies. Estradiol was used as 
an example drug and the aim was to determine the amount of drug release as a function of time 
by means of an in vitro dissolution test. The aim was also to examine the functionality of the 
MedRod by monitoring the effects and release of estradiol on laboratory animals during the in 
vivo study. 
First, a two-month dissolution test was performed with the MedRod implant. Four different size 
implants with different amount of estradiol load were tested. The estradiol concentrations were 
measured by HPLC. Additionally, reference measurements were performed using Estradiol 
ELISA immunoassay. The effects of estradiol were studied in animal test by monitoring e.g. the 
change of body weight of the animals and the change in the weight of uterus and liver, which 
are hormone sensitive tissues. In addition blood serum samples were taken at different time 
points from rats for estradiol concentration measurement with ELISA immunoassay. In the ani-
mal study were three animal groups: one with a 10 mm implant, another one with a 20 mm im-
plant and a third group consisting of intact animals without estradiol treatment.     
Based on the dissolution test the drug release from the MedRod is highly stable after the first 
days’ initial burst. Estradiol levels were elevated during the in vivo study and the release profiles 
were constantly increasing and similar to in vitro release. The uterine weights of female rats 
were increased at the end of the study, confirming the anabolic effect of estradiol. The MedRod 
systems were well tolerated and no irritation or inflammation was found in the tissue surround-
ing the implant, thus proving a comfortable and safe delivery system. The product can be con-
sidered a stable, reliable and cost effective alternative for long term drug delivery in preclinical 
research. 
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KÄYTETYT LYHENTEET JA SANASTO 
3R Replacement, reduction and refinement. Eläinkokeiden 
korvaaminen muilla menetelmillä, käytettävien eläinten 
määrän vähentäminen ja menetelmien parantaminen 
17β-Estradioli Tärkein luonnollisiin estrogeeneihin kuuluva naishor-
moni 
Dissoluutio Lääkeaineen vapautumisnopeus valmisteesta 
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay, entsyymi-
immunomääritysmenetelmä   
G Gauge, injektioneulan koon lyhenne 
HPLC High performance liquid chromatography, korkean ero-
tuskyvyn nestekromatografia 
ID Intradermal, ihonsisäinen  
IM Intramuscular, lihaksensisäinen 
Intakti Käsittelemätön eläin 
IP Intraperitoneal, vatsaontelonsisäinen 
IV Intravenous, laskimonsisäinen 
Karsinogeeninen Syöpää aiheuttava 
MedRod Polymeeripohjainen implantaatti pitkäaikaiseen lää-
keaineannosteluun prekliinisessä tutkimuksessa 
SC Subcutaneous, ihonalainen 
Stationäärifaasi Paikallaan pysyvä faasi 
Teratogeeninen Epämuodostumia aiheuttava 
TMB Tetrametyylibentsidiini  
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1 JOHDANTO 
Prekliininen tutkimusvaihe on oleellinen osa pitkäaikaista ja kallista lääkekehi-
tysprosessia. Hyvin toteutettu prekliininen vaihe antaa luotettavaa tietoa siitä, 
voiko uusi lääke siirtyä kliinisen vaiheen testauksiin. Prekliinisen vaiheen turval-
lisuus- ja tehokkuustutkimuksissa tehdään viranomaismääräysten mukaisesti in 
vitro -kokeiden eli esimerkiksi koeputkissa ja maljoilla tehtävien kokeiden lisäksi 
testauksia in vivo, eli elävillä eläimillä. Tutkittavat lääkeaineet annostellaan 
eläimille yleisimmin injektoimalla käyttäen neulaa ja ruiskua. (Salonen 2014; 
Vela, Maldonado & Hamon 2014, 4; Hrapkiewicz, Colby & Denison 2013, 5; 
Hrapkiewicz, Colby & Denison 2013, 117.)  
Tällä hetkellä injektion korvaavia menetelmiä pitkäaikaiseen annosteluun ovat 
ihon alle asetettavat osmoottiset pumput sekä puristepelletit. Nykyisillä annoste-
lutekniikoilla on kuitenkin puutteensa. Injektioiden ongelmana on eläimille mah-
dollisesti aiheutuva stressi ja kipu. Toistuvat injektoinnit ovat myös työläitä ja 
niistä aiheutuu kustannuksia. Pumpun puutteena on, että lääkeannoksen suu-
ruutta ei voi muuttaa kesken tutkimuksen, ja lisäksi pumput ovat suurikokoisia ja 
kalliita. Puristepelleteillä puolestaan ongelmana on lääkeaineen epätasainen 
vapautuminen, joka johtuu muita teknologioita suuremmasta lääkeaineen alku-
purkauksesta sekä pelletin hajoamisesta ajan myötä, jolloin lääkeainetta vapau-
tuu jokaisesta hajonneesta pelletin osasta. Uusi PreclinApps Oy:n polymeeri-
pohjainen MedRod-implantaatti hyödyntää jo kliinisellä puolella ehkäisyvalmis-
teissa käytössä olevaa teknologiaa ja tarjoaa prekliiniselle puolelle vakaan ja 
luotettavan pitkäaikaiseen steroidilääkeaineannosteluun soveltuvan menetel-
män. (Rissanen et al. 2015; Hrapkiewicz, Colby & Denison 2013, 117; Herrlich 
et al. 2012; Singh et al. 2008; Zingerman et al. 1997.) 
Opinnäytetyön tavoitteena oli MedRod-implantaattien toiminnan testaus ja tar-
kastelu in vitro- ja in vivo -kokeiden avulla. Esimerkkilääkeaineena käytettiin 
17β-estradiolia. Neljää eri annoskokoa oleville implantaateille tehtiin aluksi dis-
soluutiokoe, jossa seurattiin estradiolin vapautumista ajan funktiona. Näytteitä 
otettiin kahden kuukauden aikana useasta eri aikapisteestä ja näytteiden estra-
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diolipitoisuudet määritettiin HPLC-laitteistolla sekä ELISA-immunomäärityksellä. 
In vivo -kokeessa MedRodien toimivuutta ja turvallisuutta tutkittiin muun muassa 
ELISA-immunomäärityksellä, jolla mitattiin veren seeruminäytteiden estradiolipi-
toisuus. Lisäksi in vivo -kokeessa seurattiin eläinten painon kehitystä ja punnit-
semalla kokeen lopussa maksan ja kohdun painot sekä tekemällä yleisesti klii-
nisiä havaintoja. In vivo -kokeessa oli kolme eri ryhmää, joista ensimmäisellä oli 
10 mm ja toisella 20 mm implantaatti. Vertailuryhmänä käytettiin intakteja eläi-
miä, joilla ei ollut implanttia.  
10 
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2 TEORIAOSUUS 
2.1 Prekliinisen tutkimuksen tausta 
Lääkekehitys kestää keskimäärin kymmenen vuotta ja maksaa lähes miljardi 
euroa. Prekliininen tutkimusvaihe on lääkekehitysprosessissa heti uuden lääke-
aineen löytämisen ja identifioimisen jälkeen. Prekliinisessä vaiheessa tutkitaan 
uuden yhdisteen tehokkuutta tiettyyn sairauteen ja varmistetaan uuden lääke-
kandidaatin turvallisuus, ennen kuin ihmisiin kohdistuvat kliiniset tutkimukset 
voidaan aloittaa. Prekliinisiin tutkimuksiin kuuluu in vitro- ja in vivo -kokeita sekä 
tietokonemallinnuksia. In vitro -kokeissa testataan uutta lääkeainetta muun mu-
assa koeputkessa ja maljoilla, ja in vivo -tutkimuksissa puolestaan tehdään 
eläinkokeita. (Orion 2016; U.S. Food and Drug Administration 2015; Salonen 
2014; The Research Quality Association 2012; Finnmedi 2005.) 
 
Kuvio 1. Lääkekehityksen vaiheet. (Salonen 2014) 
Opinnäytetyössä käytettiin lääketeollisuuden käyttöön tarkoitettuja materiaaleja, 
joista lääkeainetta vapauttava matriisi valmistettiin, sekä lääkeaineena 17β-
estradiolia. Tässä työssä in vitro- ja in vivo -kokeilla pyrittiin pääasiassa selvit-
tämään lääkeaineen vapautumismäärää ja vapautumisen tasaisuutta.  
2.1.1 Tehokkuustutkimukset 
Prekliinisissä tehokkuustutkimuksissa selvitetään, onko lääkeaineella tavoiteltu-
ja vaikutuksia kohdekudokseen, ja voidaanko lääkeainetta alustavan arvion mu-
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kaan käyttää tietyn sairauden hoitoon. Uuden lääkeaineen vaikutuksia vertail-
laan plasebon, eli lumelääkkeen, sekä mahdollisten kilpailevien valmisteiden 
kanssa. Prekliinisessä vaiheessa tehokkuustutkimuksia voidaan tehdä esimer-
kiksi soluviljelyllä sekä eläinkokeilla. (News Medical 2014; The International 
Conference on Harmonisation 1998.) 
2.1.2 Turvallisuustutkimukset 
Ennen kuin lääkettä voidaan testata ihmisillä, täytyy prekliinisessä vaiheessa 
tehdä tarkkoja lääkeaineen turvallisuustutkimuksia. Näiden tutkimusten määrä 
ja tyyppi vaihtelevat lääkkeen vaikutuskohteen mukaan. Prekliinisessä vaihees-
sa tehtävät turvallisuustutkimukset selvittävät esimerkiksi lääkeaineen mahdol-
lista kroonista toksisuutta, karsinogeenisyyttä, lisääntymistoksisuutta ja terato-
geenisyyttä. Lisäksi testeihin kuuluu sekundaarifarmakologiaa eli turvallisuus-
farmakologiaa. Tutkimuksilla selvitetään lääkeaineen vaikutuksia tietyissä eli-
missä, lääkkeen pitkäaikaisia vaikutuksia sekä mahdollista vaikutusta synnytyk-
seen ja syntyvään lapseen. Prekliiniset turvallisuustutkimukset antavat tietoa 
erityisesti lääkeaineen annoskoon vaikutuksista. Suuret annokset voivat aiheut-
taa haittavaikutuksia tai olla jopa toksisia. (Lääketieteellinen Aikakauskirja Duo-
decim 1996; U.S Food and Drug Administration 1997; Southern Research Insti-
tute 2013; Holt & Nuttall 2014.) 
2.2 3R-periaate 
Opinnäytetyön in vivo -kokeessa noudatettiin eläinkoelupia myöntävän koe-
eläinlautakunnankin vaatimaa 3R-periaatetta, joka tähtää eläinkokeiden eetti-
sempään suorittamiseen. Nimitys tulee sanoista ”replacement, reduction ja re-
finement”, jotka tarkoittavat eläinkokeiden korvaamista muilla menetelmillä, käy-
tettävien eläinten määrän vähentämistä ja menetelmien parantamista. 3R-
periaatteen esittelivät ensimmäisen kerran vuonna 1959 professorit William 
Russel ja Rex Burch teoksessaan "The Principles of Humane Experimental 
Technique". Nykyisin periaate sisältyy esimerkiksi Euroopan lainsäädäntöön, ja 
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koskettaa kaikkia tieteellisessä tarkoituksessa tehtyjä eläinkokeita. (European 
Commission 2016; Lääninhallituksen eläinkoelautakunta 2016.) Opinnäytetyös-
sä on huomioitu erityisesti eläinten määrän vähentäminen ja menetelmien pa-
rantaminen vähemmän kipua ja kärsimystä aiheuttavaksi. 
2.2.1 Replacement eli korvaaminen  
Ihmisten ja eläinten biologisen samankaltaisuuden vuoksi eläinkokeiden avulla 
voidaan saada tarkkoja arvioita lääkeaineiden vaikutuksista ihmiseen. In vivo - 
kokeet ovat kuitenkin kalliita toteuttaa, ja ne ovat myös aikaa vieviä. Kokeiden 
tilalle on kehitelty useita korvaavia menetelmiä, esimerkiksi erilaiset in vitro -
menetelmät, joissa käytetään kudosta ja soluja, sekä erilaiset matemaattiset ja 
tietokonemallinnukset. Näiden lisäksi on myös menetelmiä, jotka perustuvat 
biokemiallisiin sovelluksiin. (European Federation of Pharmaceutical Industries 
and Associations 2016; European Commission 2016; National Centre for the 
Replacement, Refinement & Reduction of Animals in Research 2016.) 
2.2.2 Reduction eli vähentäminen  
Tämä käsite tarkoittaa mahdollisimman kattavan informaation saamista yhdestä 
eläimestä niin, että käytettävien eläinten määrää voidaan vähentää heikentä-
mättä tuloksia. Tavoite voidaan saavuttaa parannetulla kokeen suunnittelulla, 
tilastollisilla analyyseilla sekä jakamalla tietoa ja neuvoja eri tutkimusryhmien ja 
organisaatioiden kesken. (European Commission 2016; National Centre for the 
Replacement, Refinement & Reduction of Animals in Research 2016.) Opinnäy-
tetyössä on käytetty vain pieni määrä koe-eläimiä, joista on tutkittu monta eri 
asiaa, ja näin ollen saatu mahdollisimman paljon tietoa kustakin eläimestä.  
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2.2.3 Refinement eli parantaminen 
Menetelmien parantaminen vähemmän kipua ja kärsimystä aiheuttavaksi tu-
lee huomioida koko eläimen eliniän ajan. Parannuksia voidaan tehdä esimer-
kiksi eläinten kasvatus- ja säilytysolosuhteita muuttamalla sekä uudistamalla 
hoito- ja toimenpidemenetelmiä. (Lääninhallituksen eläinkoelautakunta 2016; 
National Centre for the Replacement, Refinement & Reduction of Animals in 
Research 2016.)  
Opinnäytetyössä on muiden osa-alueiden lisäksi kiinnitetty huomioitu erityi-
sesti hoito- ja toimenpidemenetelmiin. Kokeessa eläimiin asetettavat 
ihonalaiset implantaatit ovat koko kokeen ajan paikallaan, joten eläimet vält-
tyvät esimerkiksi päivittäisten injektioiden aiheuttamasta mahdollisesta kivus-
ta ja stressistä. Implantaatti on myös valmistettu turvallisesta, jo aiemmin 
kliinisellä puolella käyttöön otetusta materiaalista, joten sen ei odoteta aihe-
uttavan eläimelle haittavaikutuksia.  
2.3 Lääkeaineiden annostelu prekliinisessä tutkimuksessa 
Prekliinisessä vaiheessa lääkkeitä annostellaan eläimille useilla eri tavoilla. 
Lääkeaine annetaan oraalisesti, jos lääkkeen tuotemuodon kehitys on jo pitkäl-
lä. Oraalisessa annostelussa eläimen ruokatorveen laitetaan annostelusondi, 
jonka avulla lääkeaine vapautetaan ruiskusta. Eniten käytetty annostelutapa on 
kuitenkin injektointi, jossa käytetään neulaa ja ruiskua. Useat injektoinnit aiheut-
tavat eläimelle stressiä ja sen tilalle onkin kehitetty erilaisia pitkäaikaisia annos-
telumenetelmiä kuten osmoottiset pumput, puristepelletit ja polymeeri-
implantaatit. (Innovative Research of America 2016; Rissanen et al. 2016; 
Hrapkiewicz, Colby & Denison 2013.) 
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2.3.1 Injektiot ja oraaliset annostelut 
Injektointi on eniten käytetty nestemäisen lääkeaineen annostelutapa koe-
eläimillä. Lisäksi käytetään paljon oraalista annostelua, joka tehdään joko me-
tallisilla tai joustavasta muovimateriaalista valmistetuilla sondeilla. Sondin pää 
on tylppä, jotta se minimoi ruokatorven ja henkitorven tahattoman lävistyksen 
riskin. Injektoinnissa käytetään pieniä metallisia neuloja, joiden koko on esimer-
kiksi rotille tyypillisesti 23−27 G. Erilaisia injektiotapoja ovat nahanalainen (SC), 
lihaksensisäinen (IM), vatsaontelonsisäinen (IP), ihonsisäinen (ID) ja laskimon-
sisäinen (IV) injektointi. Esimerkiksi hiirillä ja rotilla on niin pieni lihasmassa, että 
lihaksensisäinen injektointi pyritään aina mahdollisuuksien mukaan korvaamaan 
vatsaontelonsisäisellä injektoinnilla. Injektoinnin hyötynä on annoksen täsmälli-
nen ja tasainen annostelumahdollisuus, mutta päivittäinen injektointi aiheuttaa 
eläimelle stressiä ja mahdollista kipua. Nykyisin on kehitelty erilaisia lääkeai-
neen annostelumenetelmiä korvaamaan päivittäiset injektiot. (Hrapkiewicz, Col-
by & Denison 2013, 117; Oulun Koe-eläinkeskus 2015.) 
2.3.2 Osmoottiset pumput 
Osmoottisilla pumpuilla lääkeaineen annostelu voidaan tehdä subkutaanisti, 
intramuskulaarisesti tai intraperitoneaalisesti. Lääkeaineen jatkuva vapautumi-
nen perustuu yksinomaan osmoosiin, eli osmoottinen paine työntää annostele-
vaa sylinteriä laitteen sisällä, eikä laite vaadi esimerkiksi sähkövirtaa.   
 
Kuva 1. Durect Corporationin Alzet-osmoottiset pumput. (Durect Corporation 
2016) 
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Osmoottisen pumpun etuja ovat päivittäisten injektioiden välttäminen sekä 
mahdollisuus varastoida lääkeaine pumppuun itse joko kiinteässä tai nestemäi-
sessä muodossa. Laitteen puutteita ovat, että pumppua ei voi täyttää uudestaan 
ja että lääkeannoksen suuruutta ei voi muuttaa kesken käytön. Lisäksi osmoot-
tisen pumpun toiminta riippuu lämpötilasta. Esimerkki prekliinisessä tutkimuk-
sessa käytettävistä pienikokoisista osmoottisista pumpuista ovat Durect Corpo-
rationin Alzet-pumput. Näillä pumpuilla lääkeainetta voidaan annostella 0,11–10 
µl/h, tasaisesti yhdestä päivästä kuuteen viikkoon. (Hrapkiewicz, Colby & Deni-
son 2013, 118; Herrlich et al. 2012; Zingerman et al. 1997.)  
2.3.3 Lääkeainetta vapauttavat matriisit 
Puristepelletit 
Implantoitavia pellettejä käytetään pitkäaikaiseen lääkeaineannosteluun, jolloin 
voidaan välttää päivittäiset koe-eläinten injektoinnit. Esimerkki prekliinisessä 
tutkimuksessa käytettävistä hormonipelleteistä ovat Innovative Research of 
American puristepelletit.  
 
Kuva 2. Innovative Research of American (IRA) puristepelletit.  
Pellettien lääkeaineen vapautumisajat vaihtelevat kolmesta viikosta kolmeen 
kuukauteen ja yksittäisen pelletin lääkeannoksen suuruudet yhdestä mikro-
grammasta kahteensataan mikrogrammaan. (Innovative Research of America 
2016.) IRA-pellettien heikkous on lääkeaineen epätasainen vapautuminen, joka 
johtuu suuresta lääkeaineen alkupurkauksesta ja pellettien ajan myötä tapahtu-
vasta hajoamisesta, jolloin lääkeainetta pääsee vapautumaan kaikista hajon-
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neen pelletin osista. Lisäksi heikkoutena on, että kaikki lääkeaineet eivät sovi 
puristepellettien matriisiin. (Singh et al. 2008.) 
Polymeeri-implantaatit 
MedRod on uusi innovaatio, joka vapauttaa lääkeainetta tasaisesti. Tuote on 
pehmeä ja sylinterin muotoinen implantaatti. MedRodissa lääkeaine on disper-
goitu tuotteen ytimeen, elastiseen liukenemattomaan polymeerimatriisiin. Poly-
meerimatriisi on päällystetty elastisella membraanilla, jonka tarkoitus on säätää 
annostelun määrää ja annostelun pituutta. Sekä matriisi että membraani ovat 
kemiallisesti silloittuneita polymeerejä, jotka muodostavat orgaanisiin liuottimiin 
liukenemattoman elastomeerin. 
 
Kuva 3. MedRod-implantaatti. (PreclinApps Oy 2015.) 
Polymeerivalmisteita on käytetty jo kymmenien vuosien ajan kliinisellä puolella 
ehkäisyvalmisteissa ja ne on todettu turvallisiksi ja toimiviksi. MedRodin etuja 
ovat lisäksi pehmeys, kudosyhteensopivuus, tasainen lääkeaineen vapautumi-
nen ja mahdollisuus poistaa implantaatti myös kesken tutkimuksen. 
2.4 Estradioli 
Estradioli on tärkein luonnollisiin estrogeeneihin kuuluva naishormoni. Estradioli 
eli 17β-estradioli on myös biologisesti aktiivisin estrogeeni, esimerkiksi estroniin 
verrattuna noin 10 kertaa tehokkaampi. Estradiolin, kuten muidenkin steroidi-
hormonien, synteesin lähtöaine on kolesteroli. Pääasiassa estradiolia syntyy 
munasarjoissa, mutta lisäksi tuotantoa on miesten ja naisten lisämunuaiskuo-
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ressa, miehillä kiveksissä sekä naisilla istukassa raskauden aikana. (Koulu, 
Mervaala & Tuomisto 2012, 752; Nienstedt, Hänninen, Arstila, Björkqvist 2014; 
444) 
2.4.1 Rakenne ja keskeiset vaikutukset 
Estradiolin rakenteen runkona on steroidi, jonka aromaattisen renkaan kolman-
nessa hiiliatomissa on fenolinen hydroksyyli. Tähän hydroksyyliin on yleensä 
sitoutunut liittäjäentsyymi, joka katalysoi vierasaineen liittymistä elimistön 
omaan molekyyliin, kuten tässä estradioliin. Konjugaatti osallistuu estradiolin 
aineenvaihduntaan ja helpottaa siten estradiolin poistumista elimistöstä. 
 
Kuva 4. Estradioli. (Tuimala & Tuppurainen 2014) 
Rasvaliukoisina molekyyleinä estrogeenit läpäisevät helposti tuma- ja solukal-
vot. Vaikutus kohdekudoksissa on pääasiassa anabolinen eli kasvua ja uusiu-
tumista lisäävä. Tyttölapsen syntymän jälkeen estrogeenit vaikuttavat munan-
johtimien ja emättimen kehittymiseen. Lisäksi estrogeenit osallistuvat sekundaa-
risten sukupuoliominaisuuksien muotoutumiseen ja ylläpitämiseen. (Koulu ym. 
2012, 750 & 751.) 
2.4.2 Estradiolin käyttö prekliinisessä tutkimuksessa 
Estradiolia käytetään paljon prekliinisissä tutkimuksissa, sillä estrogeeneillä on 
vaikutuksia monissa sairauksissa ja normaalissa aineenvaihdunnassa. Keskei-
simmät estradiolin käyttökohteet prekliinisessä vaiheessa ovat hormonaalisesti 
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säädeltyjen syöpien tutkimukset, kuten rintasyöpätutkimukset. Näissä tutkimuk-
sissa estradiolilääkitys saa estradioliriippuvaisen rintasyövän kasvamaan koe-
eläimessä. Estradiolia käytetään paljon myös metaboliatutkimuksissa kuten os-
teoporoositutkimuksissa. (Indran et al. 2016, Sflomos et al. 2016, Weigt et al. 
2015, Chalaslani et al. 2014.) 
2.5 Estradiolipitoisuuden määritysmenetelmät 
Opinnäytetyössä in vivo -tutkimuksen veren seeruminäytteiden estradiolikon-
sentraatiot mitattiin ELISA-immunomääritysmenetelmällä ja dissoluutiokokeen 
näytteiden estradiolikonsentraatiot HPLC-laitteistolla. Määritys HPLC:llä on tar-
kempi, mutta olisi ollut haastavaa soveltaa in vivo -näytteille.   
2.5.1 ELISA-kitti 
Opinnäytetyössä mitattiin in vivo ja in vitro -näytteiden estradiolipitoisuutta Alp-
con estradioli ELISA-immunomäärityskitillä. Kitti toimii kilpailevan ELISA-
määrityksen perusteella. ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) on hete-
rogeeninen entsyymi-immunomääritysmenetelmä.  
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1.       2.   3.        4.                                                              
5.         6.              7.   
Kuvio 2. Kilpaileva ELISA-määritys. 
Yllä olevassa kuviossa on esitetty opinnäytetytössä käytetyn kilpailevan ELlSA-
määrityksen vaiheet. Tässä menetelmässä näyte ja tietty määrä leimattua vas-
ta-ainetta kilpailevat samanaikaisesti sitoutumisesta kuoppalevyn pohjalle sidot-
tuun antigeeniin (1 ja 2). Näytteen ja entsyymileimatun konjugaatin lisäyksen 
jälkeen on tunnin inkubointi, jonka aikana sitoutuminen tapahtuu (3).  Kuopista 
poistetaan pesun avulla kaikki sitoutumaton aines, jonka jälkeen lisätään sub-
straattia (TMB) jokaiseen kuoppaan (4 ja 5). Seuraavaksi tapahtuu reaktio, jos-
sa entsyymi katalysoi substraatin, ja syntyy fotometrisesti mitattava värillinen 
reaktiotuote (5). Ennen mittausta lisätään vielä lopetusliuos, joka pysäyttää re-
aktion (6). Kilpailevassa määrityksessä mitattu absorbanssilukema on kääntäen 
verrannollinen yhdisteen pitoisuuteen, jolloin värireaktio on voimakas pienelle 
pitoisuudelle ja lievä suurelle pitoisuudelle (7). (Penttilä, 2004, 94-95.)  
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2.5.2 HPLC 
In vitro -näytteiden estradiolipitoisuuksia mitattiin ELISA-kitin lisäksi myös 
HPLC-laitteistolla. HPLC eli korkean erotuskyvyn nestekromatografia hyödyntää 
suurta painetta eluentin eli ajoliuoksen kulkuun hienojakoista jauhetta sisältävän 
kolonnin läpi. Laitteistoon kuuluvat eluenttisäiliö, pumppu, injektori, kolonni ja 
detektori.  
 
Kuvio 3. HPLC-laitteisto. (Laboratoryinfo 2015) 
Näytteen sisältämien eri yhdisteiden erottuminen perustuu aineiden erilaiseen 
sitoutumiseen kiinteään stationäärifaasiin. Kolonniin tiukemmin sitoutuneet yh-
disteet tulevat liikkuvan faasin mukana hitaammin ulos kolonnista kuin heikom-
min sitoutuneet. Yleisesti kromatografia on erotusmenetelmä, mutta sitä voi-
daan käyttää myös kvantitatiiviseen analysointiin, kuten tässä opinnäyteyössä 
on tehty. (Lehtonen & Sihvonen 2004, 147, 152) 
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3 KOKEELLINEN OSUUS 
3.1 Implantaattien valmistus 
Opinnäytetyössä testattavien MedRod-implantaattien valmistus on monivaihei-
nen prosessi. Valmistus aloitetaan punnitsemalla oikea määrä lääkeainematrii-
sin lähtöaineita ja sekoittamalla ne suljetusti sentrifugisekoittimessa. Tämän 
jälkeen lisätään lääkeaine ja toistetaan sekoitus suljetusti. Seuraavaksi sekoit-
tunut massa injektoidaan teflonpinnoitettuun muottiin, joka siirretään lämpimään 
uuniin, jossa lääkeainetta sisältävät pitkät sylinterinmuotoiset ydinpalat silloittui-
vat kemiallisesti elastisiksi lääkeainematriiseiksi. Seuraavaksi palat leikataan 
halutun pituisiksi ja asetetaan liuottimella turvotetun letkumembraanin sisään.  
 
Kuva 5. Valmiit MedRod-implantaatit sterilointipussissa.  
Membraanin kuivumisen jälkeen membraaniaihiot leikataan halutun pituisik-
si implantaateiksi. Lopuksi implantaatit vielä pestään, desinfioidaan 70 %:lla 
etanolilla ja pakataan kuumasaumattuihin sterilointipusseihin.  
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3.2 Dissoluutiokoe 
Dissoluutiotestit kuuluvat lääkekehitykseen. Niiden avulla voidaan kehittää ja 
valikoida sopivin formulaatio eli lääkkeen tuotemuoto sekä varmistaa eri lääke-
erien yhtenäisyys. Dissoluutio on myös testi, joka mittaa lääkkeen in vitro -
vapautumista ajan funktiona. Tämä voi vaikuttaa valmistusprosessin toistetta-
vuuteen ja joissain tapauksissa myös lääkkeen tehokkuuteen in vivo. Opinnäy-
tetyössä dissoluutiotestillä haluttiin tarkkailla ja varmistaa, että lääkeaine vapau-
tuu tasaisesti implantaateista pitkällä aikavälillä sekä selvittää vapautumismää-
rä. (Wen & Park 2010, 245; Tong et al. 2009; Gad, Tiwary, Sapra & Jain 2008, 
484) 
Implantaateille tehtiin 60 vuorokauden dissoluutiokoe. Neljästä eri implantaatti-
koosta oli ensimmäisten 14 vuorokauden ajan kolme rinnakkaista näytettä ja 
loppuajan jatkettiin yhdellä kunkin koon implantaatilla. Implantit olivat 5 mm ja 
10 mm pituisia ja halkaisijaltaan 2,6 tai 3,4 mm. Dissoluutiokoe tehtiin 37 ℃:n 
lämpötilassa, 60 rpm:n sekoituksella. Implantaatit olivat asetettuina keskelle 250 
ml:n lasipulloja, noin 2/3 nestepinnan alapuolelle. Dissoluutioväliaineena käytet-
tiin 0,9-prosenttista natriumkloridin vesiliuosta, jota oli kussakin pullossa 200 ml. 
Näytteitä otettiin alussa 1., 2., 4., 7., 11. ja 14. vuorokauden kohdalla, jonka jäl-
keen siirryttiin viikon näytteenottoväleihin. Liuokset vaihdettiin neljännen vuoro-
kauden jälkeen jokaisella kerralla näytteenoton yhteydessä, jotta liuenneen est-
radiolin konsentraatio pysyi niin alhaisena, ettei se hidastanut lääkeaineen jat-
kuvaa vapautumista. 
In vitro -kokeen kaikki näytteet analysoitiin HPLC-laitteistolla. Osa näytteistä 
analysoitiin myös ELISA-kitillä. HPLC-mittauksia varten etsittiin tietoa aiemmista 
tutkimuksista, joissa oli määritetty estradiolipitoisuuksia. Artikkeleiden perusteel-
la päädyttiin käyttämään C-18 kolonnia, ja ajoliuoksena veden ja asetonitriilin 
seosta. C-18 kolonnin sisus on pooliton ja se soveltuu hyvin hydrofobisten yh-
disteiden, kuten estradiolin erottamiseen. Lisäksi artikkeleista löytyi eri virtaus-
nopeuden arvoja, injektiotilavuuksia sekä mittausaallonpituuksia, joilla estradioli 
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oli saatu erotettua näytteestä. (Malcolm et al. 2003, Russell et al. 2000 & 
Woolfson et al. 1999.) 
Opinnäytetyössä testattiin useita erikokoisia ja ikäisiä C-18 kolonneja sekä eri-
laisia ajo-olosuhteita. Aiemmista tutkimuksista pystyttiin lopulta hyödyntämään 
suoraan vain ajoliuoksen koostumus ja kolonnin koko. Koostumus oli 50 % Mil-
liQ-vettä ja 50 % HPLC-laatuista asetonitriiliä, ja kolonnin koko oli 150 x 4,6 
mm. Käytetty kolonni oli Phenomenexin valmistama Luna 3 µm C-18 ja määri-
tykset tehtiin Agilentin 1100-sarjan HPLC-laitteistolla. Konsentraatiomittauksissa 
käytettiin virtausnopeutena 0,6 ml/min ja mittausaallonpituutena 205 nm. Injek-
tiotilavuus kasvatettiin 40 µl:aan, jotta näytepiikistä saatiin tarpeeksi korkea.  
3.3 In vivo -koe 
Prekliinisessä vaiheessa tehdään in vitro -kokeiden lisäksi erilaisia in vivo -
kokeita koe-eläimillä. In vitro -menetelmät ja tietokonemallinnukset eivät usein-
kaan pysty antamaan yhtä hyviä, monimutkaisen ihmiselimistön toimintaan ver-
rattavia, tutkimustuloksia lääkeaineen todellisista vaikutuksista kuin koe-
eläimillä tehtävät tutkimukset. In vivo -tutkimukset ovat myös viranomaisten 
vaatimuksena, kun uusille lääkeaineille tehdään tehokkuus- ja turvallisuustesta-
uksia. (Vela, Maldonado & Hamon 2014, 4; Hrapkiewicz, Colby & Denison 
2013, 5) 
Opinnäytetyön kahdeksan viikon in vivo -kokeet tehtiin kasvuvaiheen ohittaneil-
la 8 kuukauden ikäisillä naarasrotilla, joilla elimistön oma estrogeenien tuotto on 
alhainen. Tällöin pystyttiin helpommin havainnoimaan elimistön ulkopuolisen 
estradiolin vaikutukset. Kokeen avulla saatiin laaja-alaista tietoa estradiolin vai-
kutuksista ja vapautumismääristä.  MedRod-implantaatti steriloitiin ennen eläi-
meen siirtämistä upottamalla implantaatti ensin viideksi sekunniksi 70-
prosenttiseen etanoliin ja sitten steriiliin saliiniin. Implantaatit asennettiin kevy-
essä isofluraanianestesiassa. Nukutetun eläimen lapaluiden väliin tehtiin noin 
0,5 cm pitkä viilto. Käyttäen tylppiä pinsettejä tehtiin haava-alueen pääpuolelle 
ihon alle tilaa implantaatille. Implantaatti asennettiin muodostettuun haavatas-
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kuun, ja haava suljettiin kudosliimalla. Kokeen aikana seurattiin muun muassa 
eläinten painon kehitystä, ja otettiin seeruminäytteitä tietyin aikavälein myö-
hempää estradiolitason mittausta varten. Kokeen lopussa eläimet lopetettiin 
CO2-kaasulla ja kudokset preparoitiin talteen. 
3.3.1 Eläimen painon kehitys kokeen aikana ja kohdun ja maksan painot 
kokeen lopussa 
Eläinten painoa mitattiin in vivo -kokeen aikana viikoittain. Maksan painon 
muutoksia estradiolihoidon saaneissa eläinryhmissä verrattiin kontrolliryhmään, 
jotta saatiin tietoa hormonivaikutuksesta, sekä implantista vapautuvan 
lääkeaineannoksen turvallisuudesta. Kohtujen painon muutoksia 
estradiolihoidon saaneissa eläinryhmissä verrattiin kontrolliryhmään, jotta 
saatiin lisää tietoa hormonivaikutuksesta.  
3.3.2 Seerumin estradiolitasot kittikemialla kokeen aikana 
Eläimistä otettiin kokeen aikana eri ajankohtina häntäverinäytteitä, joista sentri-
fugoitiin 30–60 min seisotuksen jälkeen seerumi erilleen (2500 g, 10 min). Tä-
män jälkeen seeruminäytteet siirrettiin -70℃:seen pakkaseen odottamaan myö-
hempää estradiolipitoisuuden määritystä. Seeruminäytteiden estradiolipitoisuu-
det analysoitiin estradioli ELISA-kitillä (American Laboratory Products Compa-
ny, ALPCO, catalog number 11-ESTHU-E01) ja tulokset luettiin Hidexin Sense-
kuoppalevylukijalla. 
3.3.3 Kliiniset havainnot kokeen aikana 
Eläimistä tehtiin myös yleisiä kliinisiä havaintoja kokeen aikana. Kokeen lopus-
sa PreclinApps Oy:n tautimallipatologi tutki eläinten kudokset sekä implantointi 
alueet makroskooppisesti havaitsematta niissä mitään implantin toksisuuteen 
viittaavia muutoksia, joten kudoksille ei tehty tarkempaa histologiaa.  
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3.4 Tilastolliset analyysit 
Opinnäytetyön dissoluutionäytteille laskettiin tilastollisena analyysina korrelaatio 
ELISA- ja HPLC-määritysten tulosten välille. In vivo -tuloksille tehtiin puolestaan 
tilastollisena analyysina Studentin T-testit, jossa verrattiin lääkehoidon saanei-
den eläimien tuloksia intaktien eläimien tuloksiin. 
3.4.1 Korrelaatio 
Korrelaatio kuvastaa kahden muuttujan välistä riippuvuutta. Lähellä arvoa 1 ole-
vat tulokset kertovat erittäin merkittävästä positiivisesta korrelaatiosta, ja puo-
lestaan lähellä arvoa -1 olevat tulokset erittäin merkittävästä negatiivisesta kor-
relaatiosta. Jos tulos on lähellä arvoa 0, muuttujilla ei ole korrelaatiota. Opinnäy-
tetyössä tarkasteltiin ELISA- ja HPLC-määritysten toimivuus estradiolipitoi-
suusmittauksissa laskemalla korrelaatio dissoluutiokokeen rinnakkaisten näyt-
teiden konsentraatiotuloksista. Vertailumittaukset tehtiin 4., 7., 11. ja 14. päivän 
näytteille ja korrelaatio laskettiin Microsoftin Excel-ohjelman korrelaatioyhtälöllä. 
Tuloksista piirrettiin myös korrelaatiokuvaaja, jossa ELISA-määrityksestä saadut 
tulokset olivat x-akselin arvoina ja HPLC-määrityksen tulokset y-akselin arvoina. 
3.4.2 Studentin T-testi 
In vivo -kokeen tuloksille tehtiin tilastollisena analyysina Studentin T-testi, jonka 
avulla voidaan määrittää, eroaako kaksi toisistaan riippumatonta ryhmää tilas-
tollisesti toisistaan. Testeissä verrattiin hoidon saaneiden eläimien tuloksia in-
taktin eläinryhmän tuloksiin. T-testi tehtiin eläinten punnitustulosten lisäksi myös 
kohdun ja maksan punnitustuloksille sekä veren seeruminäytteiden tuloksille. T-
testin tuloksena saatiin p-arvoja, jotka kertoivat kuinka merkittävä tulos on tilas-
tollisesti. 
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Taulukko 1. P-arvojen selitykset. 
P-arvo 
Tilastollinen 
merkitsevyys 
Merkitsevyys 
<0,1 lähes merkitsevä a 
<0,05 melkein merkitsevä * 
<0,01 merkitsevä ** 
<0,001 erittäin merkitsevä *** 
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4 TULOKSET 
Tässä osiossa on esitetty sekä dissoluutiokokeen että in vivo -tutkimuksen tu-
lokset. Lisäksi osiosta löytyy tilastollisten analyysien tulokset. 
4.1 Dissoluutiokokeen estradiolitasot HPLC:llä kokeen aikana 
Dissoluutiokokeen ensimmäisten 14 vuorokauden aikana kokeessa oli kolme 
rinnakkaista näytettä kustakin neljästä implantaattikoosta.  HPLC:llä saatiin 
määritettyä kunkin näytteen estradiolikonsentraatio, josta laskettiin näytteenoton 
ajankohdan avulla vapautumisarvot vuorokautta kohden. Alla on esitetty 
esimerkkikuvaajat pienimmästä implantaattikoosta. Muiden implantaattikokojen 
vapautumiskuvaajat ovat liitteessä 1. 
 
Kuvaaja 1. Estradiolin vapautuminen (µg/pv, keskiarvo ja keskihajonta) implan-
taatista (pituus 5 mm OD 2,6 mm), 1–14 vrk 
Dissoluutiokoetta jatkettiin 14 vuorokauden jälkeen yhdellä kunkin koon implan-
taatilla ja tulokset laskettiin samalla tavalla kuin ensimmäisten päivien näytteille. 
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Kuvaaja 2. Estradiolin vapautuminen (µg/pv) implantaatista (pituus 5 mm OD 
2,6 mm), 21–56 vrk 
Dissoluutiokokeen implantaateille laskettiin HPLC-määrityksen tuloksista myös 
kumulatiivinen vapautuminen eli kustakin implantaattikoosta kokeen aikana va-
pautuneen lääkeaineen määrä milligrammoina. 
 
Kuvaaja 3. Estradiolin kumulatiivinen vapautuminen implantaateista. 
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4.2 Dissoluutiokokeen estradiolitasot ELISA-kitillä kokeen aikana 
Dissoluutiokokeen ensimmäisten 14 vuorokauden näytteet analysoitiin myös 
estradioli ELISA-määrityksellä. Tulokseksi saatiin kunkin näytteen 
estradiolikonsentraatio, josta laskettiin näytteenototon ajankohdan avulla 
vapautumisarvot vuorokautta kohden. Alla on esitetty esimerkkikuvaaja 
pienimmästä implantaattikoosta. Muiden implantaattikokojen 
vapautumiskuvaajat ovat liitteessä 1. 
 
Kuvaaja 4. Estradiolin vapautuminen (µg/pv, keskiarvo ja keskihajonta) implan-
taatista (pituus 5 mm OD 2,6 mm), 1–14 vrk, ELISA-määritys. 
4.3 In vivo -kokeen tulokset 
Naarasrotilla tehdyssä in vivo -kokeessa seurattiin eläinten painon kehitystä, ja 
määritettiin kohdun ja maksan painot kokeen lopussa. Eläimiltä otettiin myös 
veren seeruminäytteitä, joista määritettiin estradiolipitoisuus ELISA-kitillä. Alla 
olevissa kuvaajissa näkyy lisäksi Studentin t-testin tuloksena saadut merkitse-
vyysarvot tähdillä merkittyinä. 
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4.3.1 Painon kehitys kokeen aikana 
Painotuloksiin on laskettu eläinten suhteellinen painon muutos prosentteina, 
jossa on verrattu eläimen loppupainoa alkupainoon. Alkupaino on asetettu 100 
prosenttiin ja kuvaajassa on esitetty suhteellinen paino kokeen lopussa. 
 
Kuvaaja 5. Eläinten suhteellinen painon muutos (%, keskiarvo ja keskihajonta) 
in vivo -kokeen aikana. 
4.3.2 Kohdun ja maksan painot kokeen lopussa 
In vivo -kokeen lopussa eläimet lopetettiin ja niiden kohtu sekä maksa preparoi-
tiin talteen. Elimet punnittiin ja alla on esitetty painot kokeen lopussa.  
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Kuvaaja 6. Eläinten kohdun paino (mg, keskiarvo ja keskihajonta)  kokeen lo-
pussa. 
 
Kuvaaja 7. Eläinten maksan paino (mg, keskiarvo ja keskihajonta)  kokeen lo-
pussa. 
4.3.3 Seerumin estradiolitasot kittikemialla kokeen aikana 
Rotilta otettiin kokeen aikana verinäytteet yhden, kolmen ja kahdeksan viikon 
kohdalla. Veren seeruminäytteiden estradiolipitoisuus määritettiin ELISA-kitillä 
ja kunkin ryhmän tulokset on esitetty alle olevassa kuvaajassa. 
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Kuvaaja 8. Seeruminäytteiden estradiolipitoisuus in vivo -kokeen aikana. 
4.4 Tilastolliset analyysit 
Opinnäytetyössä laskettiin korrelaatio ELISA- ja HPLC-määritysten välille rin-
nakkaisten dissoluutionäytteiden konsentraatiotulosten avulla. Lisäksi tilastolli-
sena analyysina tehtiin Studentin T-testi in vivo -kokeen tuloksille, jossa verrat-
tiin lääkehoidon saanutta eläinryhmää intakteihin eläimiin. 
4.4.1 Korrelaatio 
Dissoluutiokokeen rinnakkaiset mittaustulokset ovat korrelaatiosuoralla vuoro-
kausien 4, 7, 11 ja 14 näytteistä. Kukin tulos on samasta näytteestä ELISA:lla ja 
HPLC:llä. 
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Kuvaaja 9. HPLC- ja ELISA-määritysten välinen korrelaatio. 
Korrelaatio laskettiin lisäksi Excelin yhtälöllä ja tulokseksi saatiin 0,893, joka on 
erittäin merkittävä korrelaatio.  
4.4.2 Studentin T-testi 
T-testien tilastollisesti merkitsevät tulokset ovat näkyvillä in vivo -kokeen kuvaa-
jissa tähdillä merkittyinä. Osa T-testin p-arvoista oli suurempia kuin 0,05. Mer-
kintää ”a” on käytetty eläinten painon kuvaajassa p-arvosta, joka on <0,1. 
Suhteellisessa painon kehityksessä kokeen aikana pienemmän 10 mm implan-
taatin eläinryhmällä ero intaktiryhmään on tilastollisesti melkein merkitsevä. 
Isomman 20 mm implantaatin eläinryhmällä ero on tilastollisesti merkitsemättö-
mämpi intaktiryhmään kuin pienemmän implantaatin eläinryhmällä (kuvaaja 5). 
Pienen ja ison implantaattiryhmän keskiarvot olivat kuitenkin lähes samat ja mo-
lempien ryhmien keskiarvot olivat matalampia kuin intaktiryhmän. Kokeen lo-
pussa punnittujen kohtujen paino 10 mm implantaatin eläinryhmällä on tilastolli-
sesti melkein merkitsevä verrattuna intaktiryhmään ja 20 mm implantaatin ryh-
mällä tilastollisesti merkitsevä ero (kuvaaja 6). Maksan painoissa ei puolestaan 
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ole T-testillä havaittavia tilastollisia eroja (kuvaaja 7). Tilastollisesti merkitsevä 
ero on taas puolestaan seeruminäytteiden estradiolipitoisuudessa 10 mm im-
plantaatin eläinryhmän ja intaktiryhmän välillä. Saman määrityksen 20 mm im-
plantaatin tuloksilla on myös tilastollisesti merkitsevä ero intaktiryhmään verrat-
taessa (kuvaaja 8).    
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5 POHDINTA 
Dissoluutiokokeen 14 ensimmäisen vuorokauden HPLC:n tuloksista nähdään, 
että lääkeaineen vapautuminen rinnakkaisista implantaateista on hyvin saman-
kaltaista ja että vapautumismäärä tasoittuu kahden ensimmäisen vuorokauden 
lievän alkupurkauksen jälkeen. Implantaatti g:n suuri vapautumismäärä alussa 
johtui dissoluutioastian mahdollisesta estradiolijäämästä, mutta tämän implan-
taatin vapautumislukema tasoittui heti ensimmäisen liuoksen vaihdon jälkeen. 
Dissoluutiokoetta jatkettiin 14 vuorokauden jälkeen yhdellä kunkin koon implan-
taatilla, koska rinnakkaisten implantaattien vapautumiskuvaajat olivat hyvin sa-
mankaltaiset.  Estradiolin kuvaajista nähdään, että lääkeaineen vapautuminen 
implantaateista jatkuu tasaisena myös 21 vuorokauden jälkeen.  
Pienet vaihtelut vapautumismäärässä voidaan perustella mittalaitteiston ja käyt-
täjän mahdollisilla epätarkkuuksilla. HPLC-laitteiston kolonnin iästä ja kunnosta 
ei ollut etukäteen tarkkaa tietoa. Kolonni toimi tasaisesti koko kokeen ajan, mut-
ta sen erotuskyky saattaa olla heikentynyt verrattuna uuteen kolonniin. Yksi vir-
helähde on myös kesken dissoluutiokokeen kaksi kertaa noin vuorokaudeksi 
pysähtynyt dissoluutiolaitteen sekoitus. Pysähdykset olivat 28 ja 35 vuorokau-
den näytteiden kohdalla, ja tuloksissa voidaan havaita pieni lasku vapautumis-
määrissä. Lisäksi tulosten tarkkuus ja oikeellisuus olisi mahdollisesti ollut vielä 
parempi, jos koko dissoluutiokokeen ajan mukana olisi ollut kolme rinnakkaista 
näytettä. Tuloksiin on saattanut vaikuttaa myös näytteiden liiallinen valonsaanti, 
sillä estradioli hajoaa helposti valossa. Dissoluutiokoe suoritettiin pimeässä ja 
näytteet olivat valoisassa vain mittauksen ajan, joten tämän virhelähteen merki-
tys tuloksiin on pyritty minimoimaan. Mittausten tekijä on myös yleisesti pyrkinyt 
työskentelemään tarkasti, jotta tulokset olisivat mahdollisimman luotettavia.   
Dissoluutiokokeen HPLC:llä mitatuista arvoista piirrettiin myös kumulatiivisen 
vapautumisen kuvaajat. Kullakin implanttikoolla lääkeaineen kokonaisvapautu-
mismäärä kasvaa tasaisesti ajan myötä. Kuvaajasta nähdään myös, että pie-
nimmän (pituus 5 mm, halkaisija 2,6 mm) implantaatin vapautumismäärä on 
kaikissa aikapisteissä suunnilleen puolet isoimman (pituus 10 mm, halkaisija 3,4 
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mm) implantaatin vapautumismäärästä. Kuvaajat on piirretty Microsoft Excelillä, 
jonka käyränsovitusmallit eivät olleet täysin optimaalisia dissoluutiokokeen tu-
loksille. Piirto-ohjelmana käytettiin Exceliä, sillä käytössä ei ollut juuri dissoluu-
tiokokeelle tehtyä piirto-ohjelmaa. 
Ensimmäisten 14 vuorokauden ELISA-määrityksen vapautumiskuvaajat ovat 
samankaltaisia kuin HPLC:n tuloksista piirretyt kuvaajat. Lääkeaineen vapau-
tumismäärä tasoittuu ensimmäisten päivien jälkeen ja on lähes samalla tasolla 
kuin HPLC:llä mitattuna. Implantaatti g:n alkupäivien korkea vapautumismäärä 
johtuu aiemmin esitetystä astian kontaminaatiosta. Yleisesti mahdollisia virhe-
lähteitä ELISA-määritykselle ovat pienet pipetointitilavuudet (50 µl), joissa jo 
pienikin ilmakupla vaikuttaa pipetointitilavuuteen sekä estradiolin valoherkkyys. 
Nämä virhelähteet on pyritty minimoimaan huolellisilla pipetoinneilla sekä pitä-
mällä näytteitä valoisassa vain hetkellisesti mittauksen aikana. 
Eläinten painon suhteelliset muutokset kokeen aikana ovat pieniä kaikilla ryh-
millä (kuvaaja 5). Lääkehoidon saaneiden eläimien painon suhteellinen muutos 
on pienempi kuin kontaktiryhmän eläimillä. Estradiolihoito vähentää eläimillä 
rasvaa, jolloin paino laskee.  
Eläinten kohdun painon kuvaajasta 6 nähdään, että lääkehoidon saaneiden 
eläinten kohdun painot ovat kokeen lopussa suuremmat kuin intaktien, ilman 
lääkehoitoa olleiden eläinten. Myös implantin koko on vaikuttanut kohdun pai-
noon. Eläimillä, joilla oli 20 mm implantaatti, on lopussa suurempi kohdun paino 
kuin 10 mm implantaatin eläimillä. Kohtu on hormonisensitiivinen kudos, joten 
kohdun painon nousu todistaa estradiolin anabolisen vaikutuksen. 
Maksan painon kuvaajasta 7 puolestaan nähdään, että lääkehoidon saaneiden 
eläinten maksojen painot eivät eroa merkittävästi intaktin ryhmän maksojen pai-
noista. Tämän perusteella voidaan todeta, että lääkehoito ei ole aiheuttanut tok-
sisia vaikutuksia, jotka näkyisivät maksan painon nousuna. Lisäksi tautimallipa-
tologi tutki eläinten kudokset eikä havainnut niissä mitään toksisia muutoksia, 
joten MedRodien voidaan todeta toimineen turvallisesti tässä kahdeksan viikon 
kokeessa terveillä naarasrotilla. 
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Veren seeruminäytteiden estradiolipitoisuuden kuvaajassa 8 estradiolipitoisuus 
kasvaa lääkehoidon saaneilla eläimillä ensimmäisen viikon aikana, jonka jäl-
keen estradiolitaso tippuu tasaisesti seuraavan seitsemän viikon aikana.  Intak-
tin eläinryhmän endogeeninen estradiolipitoisuus pysyy melko tasaisena, mutta 
laskee myös hiljalleen kokeen aikana. Kuvaajasta nähdään, että MedRod-
implantaatti on toiminut ja vapauttanut estradiolia vereen lääkehoidon saaneille 
eläimille, sillä intaktin eläinryhmän endogeeninen estradiolitaso on huomatta-
vasti matalampi. Lisäksi nähdään, että isommasta 20 mm:n implantaatista on 
vapautunut suunnilleen kaksinkertainen määrä estradiolia verrattuna pieneen 
10 mm:n implantaattiin. Samankaltaiset erot vapautumismäärässä havaittiin 
myös dissoluutiokokeessa in vitro. Veren seeruminäytteiden estradiolipitoisuu-
den mittauksissa ELISA-kitillä on mahdollisena virhelähteenä pienet pipetointi-
määrät sekä seeruminäytteiden käsittely. Opinnäytetyössä on pyritty minimoi-
maan virhelähteiden vaikutus tuloksiin huolellisella pipetoinnilla ja sulattamalla 
seeruminäytteet vain lyhyeksi ajaksi analysointia varten. Lisäksi mahdollisia 
virhelähteitä ovat estradiolin sitoutuminen seerumin proteiineihin ja kudoksiin, ja 
epävarmuus siitä, pystyikö ELISA-kitti mittaamaan kaikkea estradiolia näyttees-
tä.  
Dissoluutiokokeen ensimmäisten 14 vuorokauden ELISA- ja HPLC-määritysten 
tuloksille tehtiin tilastollisena analyysina korrelaatiovertailu. Määritysten välinen 
korrelaatio oli hyvä, joten molempien määritysten voidaan todeta antavan luotet-
tavia tuloksia. Dissoluutiokokeen näytteet päädyttiin analysoimaan HPLC:llä, 
sillä määritykselle valmistettiin kontrolliksi tunnettu määrä estradiolia sisältävä 
näyte, joka varmisti HPLC-määrityksen ajo-olosuhteet oikeiksi estradiolin kvanti-
toimiselle. 
Kaikille in vivo -kokeen tuloksille tehtiin Studentin t-testit, jossa verrattiin lääke-
hoidon saaneiden eläinten tuloksia intaktin eläinryhmän tuloksiin. T-testin tulok-
set ovat näkyvillä in vivo -kuvaajissa tähdillä merkittyinä, ja edellä on esitetty 
perusteluja tilastollisiin eroihin lääkehoidon saaneiden ja intaktin kontrolliryhmän 
välillä.  
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6 LOPPUPÄÄTELMÄT 
Opinnäytetyön lopputuloksena saatiin sekä in vitro- että in vivo -testauksien pe-
rusteella varmistus MedRod-implantaattien luotettavasta ja vakaasta toiminnas-
ta. E2-tasot nousivat tasaisesti in vivo -tutkimuksen aikana ja samankaltaiset 
vapautumisprofiilit havaittiin myös in vitro.  
Implantaatin lääkeaineen alkupurkaus on melko lievä, ja se tapahtuu ensim-
mäisten päivien aikana, jonka jälkeen vapautuminen on hyvin tasaista jopa 
useiden kuukausien ajan. In vivo -kokeiden perusteella tuotteen voidaan todeta 
olevan myös turvallinen, sillä implantaatti ei aiheuttanut tutkituille eläimille toksi-
sia tai muitakaan sivuvaikutuksia. Lisäksi in vivo -tutkimuksessa naarasrottien 
kohtujen painot kasvoivat, joka todentaa lääkeaineena käytetyn estradiolin to-
della vapautuneen implantaateista. Tuotteen etuja ovat lisäksi steriloitavuus 
sekä mahdollisuus poistaa tuote myös kesken tutkimuksen. 
In vivo -näytteet mitattiin estradioli ELISA-kitillä, jonka toiminta varmistettiin 
määrittämällä in vitro -näytteiden estradiolipitoisuudet sekä ELISA-kitillä että 
HPLC:llä. Kahden määrityksen välinen korrelaatio oli hyvä, joten menetelmien 
voidaan todeta mitanneen samaa muuttujaa. 
MedRod™-teknologia tarjoaa vakaan, luotettavan, helppokäyttöisen ja kustan-
nustehokkaan vaihtoehdon lääkeaineiden pitkäaikaiseen annosteluun prekliini-
sessä tutkimuksessa. MedRodia käyttämällä voidaan välttää toistuvat eläinten 
injektoinnit, ja täten tuote mahdollistaa myös eläinten eettisemmän käsittelyn 
3R-periaatteen mukaisesti. Tuotetta voidaan käyttää sekä turvallisuus- että te-
hokkuustutkimuksissa tai tulevaisuudessa ehkä myös eläinlääkkeiden annoste-
lussa. 
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Estradiolin vapautuminen implantaatista in vitro -
kokeen aikana 
 
Kuvaaja 10. Estradiolin vapautuminen (µg/pv, keskiarvo ja keskihajonta) implan-
taatista (pituus 5 mm OD 3,4 mm), 1–14 vrk 
 
Kuvaaja 11. Estradiolin vapautuminen (µg/pv, keskiarvo ja keskihajonta) implan-
taatista (pituus 10 mm OD 2,6 mm), 1–14 vrk 
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Kuvaaja 12. Estradiolin vapautuminen (µg/pv, keskiarvo ja keskihajonta) implan-
taatista (pituus 10 mm OD 3,4 mm), 1−14 vrk.  
 
Kuvaaja 13. Estradiolin vapautuminen (µg/pv) implantaatista (pituus 5 mm OD 
3,4 mm), 21–56 vrk 
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Kuvaaja 14. Estradiolin vapautuminen (µg/pv) implantaatista (pituus 10 mm OD 
2,6 mm), 21–56 vrk 
  
Kuvaaja 15. Estradiolin vapautuminen (µg/pv) implantaatista (pituus 10 mm OD 
3,4 mm), 21–56 vrk. 
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Kuvaaja 16. Estradiolin vapautuminen (µg/pv, keskiarvo ja keskihajonta) implan-
taatista (pituus 5 mm OD 3,4 mm), 1–14 vrk, ELISA-määritys. 
 
Kuvaaja 17. Estradiolin vapautuminen (µg/pv, keskiarvo ja keskihajonta) implan-
taatista (pituus 10 mm OD 2,6 mm), 1–14 vrk, ELISA-määritys. 
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Kuvaaja 18. Estradiolin vapautuminen (µg/pv, keskiarvo ja keskihajonta) implan-
taatista (pituus 10 mm OD 3,4 mm), 1–14 vrk, ELISA-määritys. 
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